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ВЗАМЕН ИНСТРУКЦИИ ПО ПРИМЕНЕНИЮ,

УТВЕРЖДЕННОЙ 17 июля 1998 г.

1. НАЗНАЧЕНИЕ
1.1. Набор реагентов «НеонатальныйИФА-ТТГ-1» пред​назначен для количественного определения концентрации тиреотропного гормона (ТТГ) в сухих пятнах крови новорож​денных методом твердофазного иммуноферментного анализа.

1.2. ТТГ — гликопротеиновый гормон с молекулярной массой около 30000 Да, состоящий из двух субъединиц — альфа и бета. ТТГ секретируется передней долей гипофиза и стимулирует синтез трийодтиронина и тироксина в щито​видной железе.

Немедленно после рождения в крови у новорожденных наблюдается резкое увеличение концентрации ТТГ. Если щитовидная железа новорожденного функционирует нормально, то через несколько дней после рождения этот показатель снижается и стабилизируется на нормальном уровне (<20 мкМЕ/мл крови). Увеличенная концентрация ТТГ в крови новорожденных на 3–5-й день жизни является наиболее ранним диагностическим индикатором врожденного первич​ного гипотиреоза.

1.3. Набор «Неонатальный ИФА-ТТГ» выпускается в двух вариантах комплектации: на 192 определения и 960 опре​делений. 

 

2. ПРИНЦИП РАБОТЫ НАБОРА
В наборе использован «сэндвич»-вариант твердофазного иммуноферментного анализа. Для реализации этого варианта использованы два моноклональных антитела с различной эпитопной специфичностью к b-субъединице ТТГ. Одно из них иммобилизовано на твердой фазе (внутренняя поверх​ность лунок), второе конъюгировано с пероксидазой хрена. В лунках, при добавлении исследуемого образца и конъюгата анти-ТТГ-пероксидаза, во время инкубации одновременно происходит иммобилизация ТТГ, содержащегося в иссле​дуемом образце, и связывание с конъюгатом. При удалении содержимого из лунок и промывке происходит удаление избытка конъюгата, не связавшегося с иммобилизованным в ходе инкубации ТТГ. Количество связавшегося конъюгата прямо пропорционально количеству ТТГ в исследуемом образце.

Во время инкубации с раствором ТМБ происходит окрашивание раствора в лунках. Степень окраски прямо пропорциональна концентрации ТТГ в анализируемых пробах. После измерения оптической плотности раствора в лунках на основании калибровочной кривой рассчитывается концентрация ТТГ в определяемых образцах.

 

3. СОСТАВ НАБОРА
· комплект из двенадцати восьмилуночных стрипов в рамке с иммобилизованными на внутренней поверхности лунок моноклональными антителами к ТТГ, маркирован «Стрипы с моноклональными антителами к ТТГ»;

· калибровочные пробы на основе цельной крови человека, аттестованные по Второму международному референсному препарату ВОЗ 80/558, содержащие известные количества ТТГ; значения концентрации в калибровочных пробах указаны на этикетках полосок; калибровочные пробы представляют собой высушенные пятна крови диаметром прибли​зительно 1см на фильтровальной бумаге;

· концентрат конъюгата анти-ТТГ-пероксидаза, маркирован «Конъюгат Е»;

· аналитический буфер для разведения конъюгата, маркирован «Буфер А»;

· концентрированный буферный раствор для промывки лунок, маркирован «Буфер Р»;

· раствор тетраметилбензидина, маркирован «Раствор ТМБ»;

· стоп-реагент, маркирован «Стоп-реагент»;

· контрольные пробы с известным содержанием ТТГ, представляют собой высушенные пятна крови диаметром приблизительно 1 см на фильтровальной бумаге, марки​рованы «Контрольные пробы».

Таблица 1 

	Название компонента
	192 определения
	960 определений

	Стрипы с моноклональными антителами к ТТГ
	2 комплекта
	10 комплектов

	Калибровочные пробы №1–№6 
	1 комплект
по 3 пятна каждой пробы
	4 комплекта
по 3 пятна каждой пробы

	Контрольные пробы
	1 комплект – 3 пятна
	4 комплекта по 3 пятна

	Конъюгат Е
	1 флакон – 2,5 мл
	1 флакон – 12 мл

	Буфер А
	1 флакон – 50 мл
	1 флакон – 250 мл

	Буфер Р
	1 флакон – 50 мл
	1 флакон – 250 мл

	Раствор ТМБ
	2 флакона по 14 мл
	10 флаконов по 14 мл

	Стоп-реагент
	2 флакона по 12,5 мл
	10 флаконов по 12,5 мл


В таблице1 приведены количества компонентов, входящих в состав набора, в зависимости от варианта комплектации.

 

4. АНАЛИТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ НАБОРА
4.1. Специфичность. Перекрестная реакция обоих моно​клональных антител к β-ТТГ с хорионическим гонадо​тропином, лютеинизирующим и фолликулостимулирующим гормонами человека не превышает 0,2 %.

4.2. Коэффициент вариации результатов определения ТТГ в одном и том же образце с использованием набора «Неонатальный ИФА-ТТГ-1» не превышает 15%.

4.3. Чувствительность. Минимальная достоверно опре​деляемая набором концентрация ТТГ в сухих пятнах крови человека не превышает 2 мкМЕ/мл крови.

4.4. Ожидаемые показатели. Измерение уровня ТТГ в образцах сухих пятен крови как метод диагностики врожденного гипотиреоза основано на использовании cut-off значения, позволяющего разделить группы эутиреоидных и гипотиреоидных новорожденных. Общепринятое cut-off значение равно 20 мкМЕ/мл крови (что эквивалентно 40 мкМЕ/мл в сыворотке крови со значением гематокрита 50–55%). Это cut-off значение адекватно при анализе сухих пятен крови, взятых из пятки новорожденных на 3–5-й день после рождения. 

4.5. Рекомендуется в каждой лаборатории при исполь​зовании набора уточнить cut-off значение.

 

5. МЕРЫ ПРЕДОСТОРОЖНОСТИ 
5.1. Потенциальный риск применения набора — класс 2а.

5.2. Все компоненты набора в используемых концент​рациях являются нетоксичными.

5.3. При работе с набором следует соблюдать «Правила устройства, техники безопасности, производственной санитарии, противоэпидемического режима и личной гигиены при работе в лабораториях (отделениях, отделах) санитарно-эпидемиологических учреждений системы Министерства здравоохранения СССР» (Москва, 1981 г.).

5.4. Стоп-реагент представляет собой 1Н раствор соляной кислоты. Избегать разбрыз​гивания и попадания на кожу и слизистые. В случае попадания раствора стоп-реагента на кожу и слизистые необходимо промыть пораженный участок большим количеством проточной воды.

5.5. При работе с набором следует надевать одноразовые резиновые или пластиковые перчатки, т.к. образцы и производные крови человека являются потенциально инфи​ци​рованным материалом, способным длительное время сохранять и передавать ВИЧ, вирус гепатита или любой другой возбудитель вирусных инфекций.

5.6. Химическая посуда и оборудование, которые исполь​зуются в работе с набором, должны быть соответст​вующим образом маркированы и храниться отдельно.

5.7. Запрещается прием пищи, использование космети​ческих средств и курение в помещениях, предназначенных для работы с наборами.

 

6. ОБОРУДОВАНИЕ И МАТЕРИАЛЫ, НЕОБХОДИМЫЕ ПРИ РАБОТЕ С НАБОРОМ:

· Спектрофотометр вертикального сканирования, поз​воляющий измерять оптическую плотность раствора в стрипах при длине волны 450 нм;

· прибор для встряхивания рамки со стрипами (шейкер), позволяющий производить встряхивание со скоростью 500–1000 об/мин при комнатной температуре (+18...25°С);

· устройство, позволяющее выбивать из фильтровальной бумаги диски диаметром приблизительно 3 мм (панчер);

· насос водоструйный;

· холодильник бытовой;

· пипетки полуавтоматические одноканальные с изме​няемым объемом отбора жидкостей: на 50–250 мкл; на 200–1000 мкл; на 1000–5000 мкл с наконечниками;

· пипетка полуавтоматическая восьмиканальная, позво​ляющая отбирать объемы жидкости до 300 мкл, с нако​нечниками;

· цилиндры мерные, позволяющие отмерять 10 и 100 мл;

· стаканы стеклянные вместимостью 50 мл;

· колба мерная вместимостью 500 мл;

· вода дистиллированная;

· бумага фильтровальная;

· перчатки резиновые или пластиковые.

 

7. ПОДГОТОВКА РЕАГЕНТОВ ДЛЯ АНАЛИЗА
7.1. Калибровочные и контрольные пробы. Перед вскры​тием пакет с калибровочными и контрольными пробами необ​ходимо выдержать при комнатной температуре в течение 30 минут. Вскрыть полиэтиленовый пакет, извлечь необходимое количество полосок с калибровочными и контрольными пробами. Калибровочные и контрольные пробы готовы к использованию. Вскрытые калибровочные и контрольные пробы хранить в закрытом полиэтиленовом пакете при температуре +2...8°С не более 1 месяца.

7.2. Стрипы. Перед вскрытием пакет со стрипами необ​ходимо выдержать при комнатной температуре (+18...25°С) в течение 30 минут. Открыть пакет и переставить на рамку необходимое количество стрипов. Оставшиеся стрипы хранить в пакете с герметично закрытым замком при темпе​ратуре +2...8°С в течение всего срока годности.

Таблица 2 

	Кол-во исполь​зуемых стрипов
	Рабочий раствор конъюгата анти-ТТГ-пероксидаза
	Раствор ТМБ
	Стоп-реагент

	
	Конъюгат Е
	Буфер А
	
	

	2
	160 мкл
	4 мл
	2 мл
	2 мл

	3
	240 мкл
	6 мл
	3 мл
	3 мл

	4
	320 мкл
	8 мл
	4 мл
	4 мл

	5
	400 мкл
	10 мл
	5 мл
	5 мл

	6
	480 мкл
	12 мл
	6 мл
	6 мл

	7
	560 мкл
	14 мл
	7 мл
	7 мл

	8
	640 мкл
	16 мл
	8 мл
	8 мл

	9
	720 мкл
	18 мл
	9 мл
	9 мл

	10
	800 мкл
	20 мл
	10 мл
	10 мл

	11
	880 мкл
	22 мл
	11 мл
	11 мл

	12
	960 мкл
	24 мл
	12 мл
	12 мл


Примечание: Все расходуемые реагенты даны с небольшим избытком.
7.3. Промывочныйбуфер. Необходимое количество Буфера Р развести дистиллиро​ванной водой в 10 раз.

Например: 5 мл Буфера Р + 45 мл дистиллированной воды.

Тщательно перемешать, избегая пенообразования. Хранить закрытым при комнатной температуре не более 5 суток. Оставшийся неиспользованным Буфер Р хранить закрытым при температуре +2...8°С в течение всего срока годности.

7.4. Буфер А готов к использованию.

7.5. Рабочий раствор конъюгата анти-ТТГ-пероксидаза. В зависимости от количества используемых стрипов подго​товить необходимый объем однократного раствора конъюгата путем смешивания 80 мкл концентрата «КонъюгатаЕ» и 2,0 мл «БуфераА» из расчета на 1стрип (см табл. 2). Приго​товленный раствор конъюгата должен быть использован в течение часа, длительному хранению не подлежит.

7.6. Раствор ТМБ готов к использованию.

7.7. Стоп-реагент готов к использованию.

 

8. ПРОВЕДЕНИЕ АНАЛИЗА
8.1. В зависимости от количества анализируемых образцов подготовить соответст​вующее количество реагентов, которые перед проведением анализа должны быть тщательно пере​мешаны и доведены до комнатной температуры (+18...25°С). В таблице 2 приведен расход реагентов в зависимости от количества используемых стрипов. На последней странице приведена схема проведения анализа.

8.2. Составить протокол маркировки лунок. Лунки промар​кировать следующим образом:

А1, А2 — №1 для измерения величины оптической плот​ности раствора ТМБ;

В1, В2 — № 2 для калибровочной пробы № 1;

С1, С2 — № 3 для калибровочной пробы № 2;

D1, D2 — № 4 для калибровочной пробы № 3;

Е1, Е2 — № 5 для калибровочной пробы № 4;

F1, F2 — № 6 для калибровочной пробы № 5;

G1, G2 — № 7 для калибровочной пробы № 6;

H1, H2 — № 8 для контрольной сыворотки.

8.3. Во все лунки внести по 300 мкл промывочного буфера, приготовленного по п.7.3, встряхнуть рамку со стрипами на шейкере в течение 5–10 сек с последующим деканти​рованием. Не следует удалять остатки жидкости из лунок.

Для промывки стрипов можно использовать автомати​ческие промывочные устройства.

Не следует промывать стрипов больше, чем можно исполь​зовать в течение 30 минут!

8.4. При помощи панчера из пятен крови с калибро​вочными и контрольными пробами выбить диски и внести в соответствующие лунки, по 1 диску на лунку. В оставшиеся лунки внести исследуемые образцы пятен крови, по 1 диску на 1 лунку.

Не следует выбивать более 3 дисков из одного пятна каждой пробы. Не допускается выбивать диски возле самого края пятна крови.

При выбивании дисков из сухих пятен крови обратить особое внимание на то, чтобы выбиваемые диски были полностью пропитаны кровью с обеих сторон. В противном случае будут получены ложные результаты.

8.5. Во все лунки, кроме лунок А1 и А2, внести по 200 мкл рабочего раствора конъюгата анти-ТТГ-пероксидаза, приго​товленного по п.7.5.

8.6. Инкубировать стрипы при комнатной температуре (+18...25°С) при встряхивании на шейкере со скоростью 800–1000 об/мин (положение Fast в приборе DELFIA plate+shake) в течение 10 мин, затем закрыть рамку со стрипами крышкой и поместить в холодильник (температура +2...8°С) на ночь, после чего инкубировать стрипы при комнатной температуре со скоростью 500–800 об/мин (положение Slow в приборе DELFIA plateshake) в течение 20 мин.

8.7. По окончании инкубации удалить содержимое лунок при помощи водоструйного насоса или с помощью специального устройства для удаления дисков и промыть лунки 5 раз. При каждой промывке во все лунки добавить по 300 мкл промывочного буфера, приготовленного по п.7.3, встряхнуть рамку со стрипами на шейкере в течение 5–10 сек с последующим декантированием. После последнего декан​тирования тщательно удалить остатки жидкости из лунок постукиванием рамки со стрипами в перевернутом положении по фильтровальной бумаге.

Для промывки стрипов можно использовать автомати​ческие промывочные устройства.

8.8. Немедленно внести во все лунки по 100 мкл раствора ТМБ и инкубировать в темноте при комнатной температуре (+18...25° С) в течение 10–30 мин в зависимости от степени развития окраски.

8.9. Добавить во все лунки с той же скоростью и в той же последовательности, как и раствор ТМБ, по 100 мкл стоп-реагента для остановки ферментной реакции. Рамку со стрипами встряхнуть на шейкере со скоростью 800–1000 об/мин (положение Fast в приборе DELFIA plateshake) в течение1–2 мин.

8.10. Измерить на фотометре вертикального сканиро​вания оптическую плотность растворов во всех лунках при длине волны 450 нм. 

Если программа фотометра позволяет вычитать величину оптической плотности в лунках А1 и А2 из значений оптических плотностей всех остальных лунок, то для дальнейших расчетов необходимо использовать величину В— среднее значение оптической плотности в лунках, содержащих калибровочные или исследуемые пробы.

В линейных координатах построить для калибровочных проб график зависимости В (ед.опт.плотн.) от концентрации ТТГ в калибровочных пробах (мкМЕ/мл крови).

Если программа фотометра не позволяет вычитать величину оптической плотности лунок А1 и А2, то необ​ходимо пользоваться формулой В–BТ, где ВТ — среднее значение оптической плотности лунок А1 и А2.

Определить содержание ТТГ в пробах по калибровочному графику. 

8.11. Если по техническим причинам невозможно измерить оптическую плотность раствора в лунках непосредственно после выполнения п.8.9, то следует иметь в виду, что окраска в лунках планшета стабильна в течение 20 минут при температуре +2...8°С.

 

9. УСЛОВИЯ ХРАНЕНИЯ И ЭКСПЛУАТАЦИИ НАБОРА
9.1. Набор «Неонатальный ИФА-ТТГ-1» должен храниться в упаковке предприятия-изготовителя при температуре +2...8°С в течение всего срока годности. Допускается хранение набора при температуре до +25° С не более 5 суток.  Срок годности набора — 12 месяцев.

В случае дробного использования компоненты набора необходимо хранить следующим образом:

· вскрытые сухие пятна крови калибровочных и конт​рольных проб хранить в закрытом полиэтиленовом пакете при температуре +2...8°С не более 1 месяца;

· стрипы хранить в герметично закрытом полиэтиленовом пакете с замком при температуре +2...8°С в течение всего срока годности;

· стрипы, промытые согласно п. 8.3, должны быть исполь​зованы в течение 30 минут, длительному хранению не подлежат;

· концентрат конъюгата анти-ТТГ-пероксидаза и раствор ТМБ после вскрытия хранить не более 1 месяца при температуре +2...8°С;

· подготовленный к использованию рабочий раствор конъюгата должен быть использован в течение часа, длительному хранению не подлежит;

 

· промывочный буфер, подготовленный к использованию, хранить закрытым не более 5 суток при комнатной темпе​ратуре (+18…25°С);

· БуферА, БуферР и стоп-реагент после вскрытия флаконов хранить при температуре +2...8°С в течение всего срока годности.

9.2. При использовании набора для проведения нескольких независимых серий анализов необходимо иметь в виду, что для каждого независимого эксперимента необходимо построение нового калибровочного графика в дубликатах и рекомендуется определение концентрации ТТГ в конт​рольных пробах.

9.3. Запрещается использовать стоп-реагенты из наборов реагентов других фирм-производителей.

9.4. Для получения надежных результатов необходимо строгое соблюдение инструкции.

По вопросам качества набора «НеонатальныйИФА-ТТГ-1» обращаться по адресу: 189650, г.Санкт-Петербург, п.Песочный, ул.Ленинградская, д.70/4, тел/факс: (812) 596-67-80, или в ИГКЛС НЦ ЭГКЛС МЗ РФ по адресу: 117246, Москва, Научный проезд, д.14А, тел. (095) 120-60-95.
По вопросам поставки набора «НеонатальныйИФА-ТТГ-1» обращаться по адресу: 357340 г. Лермонтов Ставропольский край, ул. Нагорная д.4А телефон/факс (87935) 3-77-28, 3-74-65 ООО «ВИАР»
СХЕМА ПРОВЕДЕНИЯ АНАЛИЗА 

	Стадия анализа
	Реагенты, их количества и
условия проведения реакции

	1-кратная промывка
	Промывочный буфер, 300 мкл на лунку

	Внесение в лунки образцов калибро​вочных, контрольных и анализируемых проб
	По 1 диску диаметром 3 мм в каждую лунку

	Добавление рабочего раствора конъюгата
	Рабочий раствор конъюгата, 200 мкл на лунку 
(кроме лунок А1 и А2)

	Инкубация № 1
	10 мин, КT, шейкер,
800–1000 об/мин (Fast)

+

ночь, температура +2...8°С,

+

20 минут, КT, шейкер,

500–800 об/мин (Slow)

	Удаление содержимого 
лунок и 5-кратная промывка
	Водоструйный насос;
промывочный буфер, 5 х 300 мкл на лунку

	Ферментная реакция
	Раствор ТМБ, 100 мкл на лунку

	Инкубация № 2
	Темное место, КT, 10–30 мин

	Остановка ферментной реакции
	Стоп-реагент, 100 мкл на лунку

	Перемешивание
	1–2 мин, шейкер
800–1000 об/мин (Fast)

	Измерение оптической плотности раствора в лунках стрипов
	Фотометр, 450 нм

	Расчет результатов
	Калькулятор и масштабная бумага
либо соответствующая компьютерная программа


Примечание: КT — комнатная температура (+18…25°С).


Инструкция составлена:
В.А. Головаченко, зав. лабораторией биотехнологий ЗАО «Алкор Био»;
Д.Г. Полынцевым, ген. директором ЗАО «Алкор Био»;
Н.Н. Ткаченко, сотрудником НИИАГ им. Д.О. Отта РАМН.

